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human  race. The  growing human population  is  constantly exerting more pressure on  the world’s 
natural  resources, which  include  natural  fossil  fuels  that  are  non‐renewable.  There  are  concerns 
regarding  the  use  of  fossil  fuels  due  to  its  growing  scarcity  and  its  negative  impact  on  the 
environment. There is thus a growing need in the world for energy sources that are renewable, more 
or  less carbon neutral and  therefore with a minimum environmental  impact. Renewable energy  is 
currently being harnessed  from  the wind, water and  sun, but  to a  limited extent. These  forms of 
natural resources are very attractive for the production of renewable energy, but these technologies 
are  difficult  to  apply  in  the  current  transportation  sector.  Biofuels  provide  an  alternative  to  the 
current  use  of  liquid  fossil  fuels  and  it  could  be  able  to  sustain  the  current  fleet  of  automobiles 
worldwide  in  the  intermediate  to  long  term  with minimal  adjustment  to  the  engines  of  these 
vehicles. 
Extensive  research  has  been  done  on  the  production  processes  for  biofuels.  Previous  processes 
included the use of high temperatures and acids that further increased the total production cost and 
thus making biofuels less attractive as an alternative energy source. Recent research has suggested a 
wide  range of organic materials  as  substrate  for  the production of biofuels, which  include  lignin, 
hemi‐cellulose,  cellulose  and  starch.  Processes  based  on  hemi‐cellulose,  cellulose  and  lignin  as 
substrate are still in its early research stages and commercial application of these processes will only 
occur over the medium‐ to long‐term.  
Starch  is  a  very  good  alternative  source  for  the production of biofuels, but  there  is  a need  for  a 




the  addition  of  enzymes  for  the  liquefaction  and  saccharification  of  starch  to  simple  sugars.  
However,  as  there  is  no  currently  no  known  microbial  organism  known  that  can  produce  the 
required enzymes  (i.e. amylases) as well as  ferment  the  resulting  sugars  to ethanol, heterologous 





and  compared  for  the  highest  extracellular  enzyme  activity  on  raw  corn  starch.  The  best  two 
candidates,  i.e.  Aspergillus  tubingensis  (T8.4)  and Mucor  cincinelloides  (1180), were  then  further 
evaluated  to  determine  which  organism  has  the  highest  efficiency  when  combined  with  a 
Saccharomyces  cerevisiae  laboratory  strain.  In  fermentation  experiments, A.  tubingensis  (T8.4)  in 
combination with S. cerevisiae Y102 yeast strain resulted in the highest yield of ethanol.  
Literature on A. tubingensis is limited compared with other Aspergillii and it was previously accepted 
that  A.  tubingensis  has  the  highest  homology  with  Aspergillus  niger.  However,  other  reports  – 
including the present study ‐ found that A. tubingensis is closer related to other Aspergillus spp. with 




the  wild  type  A.  tubingensis  α‐amylase  (Atamy)  and  glucoamylase  (Atglu),  respectively.  The 
combination of the two recombinant yeast strains was able to completely hydrolyse and also utilize 
raw  corn  starch  for  the  production  of  bio‐ethanol,  with  a  yield  of  11.04  g/l  of  ethanol,  which 
translates to 98% of the theoretical yield from starch with a 52% conversion of the total raw starch. 
This  rate  of  conversion  is  lower  than  other  reports which    indicated  up  to  82%  and  96%  of  the 
















Betroubare  energiebronne  kan  as  een  van  die  boublokke  vir  die  vooruitgang  van  die mensdom 
beskou word. Die  groeiende menslike populasie  is  gedurig besig om meer druk op die wêreld  se 
natuurlike  hulpbronne  te  plaas,  insluitende  nie‐hernubare  fossielbrandstowwe.  Daar  is  kommer 
rakende  die  gebruik  van  fossielbrandstowwe  weens  ‘n  afname  in  die  beskikbaarheid  en  die 
negatiewe impak wat dit op die omgewing het. Daar is dus ‘n groeiende behoefte in die wêreld vir ‘n 
hernubare, min  of meer  koolstof‐neutrale  energiebron wat  ‘n minimale  omgewingsimpak  sal  hê. 
Hernubare energie word tans tot ‘n beperkte mate uit wind, water en die son verkry. Hierdie vorms 
van  natuurlike  energie  hulpbronne  is  baie  aanloklik  vir  die  vervaardiging  van  hernubare  energie, 
maar  hierdie  tegnologië  is  moeilik  toepasbaar  in  die  huidige  vervoersektor.  Biobrandstowwe 
voorsien  ‘n alternatief vir die huidige gebruik van  fossielbrandstowwe en kan moontlik die huidige 
voertuigvloot  wêreldwyd  oor  die  medium‐  tot  langtermyn  onderhou  met  minimale  enjin‐
aanpassings van hierdie voertuie. 
Deeglike  navorsing  is  alreeds  op  die  vervaardigingsprosesse  vir  biobrandstowwe  gedoen.  Vorige 
prosesse het die gebruik van hoë temperature en sure ingesluit wat produksiekostes verder verhoog 
en  gevolglik  die  gebruik  van  biobrandstowwe  as  ‘n  alternatiewe  energiebron minder  aantreklik 
gemaak  het.  Onlangse  navorsing  het  die  gebruik  van  organiese  materiaal  as  substraat  vir  die 





sisteem word  vir  die  omskakeling  van  stysel  in  bio‐etanol  in  ‘n  enkele  stap  benodig,  bekend  as 
gekonsolideerde bioprosessering (GBP). Dit sal die algemene produksiekoste van bio‐etanol verlaag 
en dus styselsubstrate as ‘n alternatiewe energiebron meer aantreklik maak. Die kostebesparing sal 
hoofsaaklik  realiseer  omdat  die  vooraf‐behandeling  van  rou  stysel  byhoë  temperature  en  die 
toevoeging  van  ensieme  vir  die  vervloeiing  en  versuikering  van  stysel  tot  eenvoudige  suikers, 
uitgeskakel word. Aangesien daar tans geen bekende mikrobe organisme is wat die nodige ensieme 
(nl. amilases) kan produseer en ook die suikers wat daardeur vrygestel is, na etanol kan fermenteer 




In die eerste deel van hierdie  studie  is 36  fungi  rasse wat bekend  is vir hul amilase produksie ge‐
evalueer  en  met  mekaar  vergelyk  vir  die  hoogste  ekstrasellulêre  ensiemaktiwiteit  op  rou 






huidige  studie  ‐  het  egter  gevind  dat A.  tubingensis  nader  verwant  aan  ander Aspergillus  spp.  in 









96%  van die  teoretiese opbrengs  van  rou  en oplosbare  stysel  vir  α‐  en  glukoamilase  getoon het. 
Verder was die kombinasie van die twee gene meer effektief as wanneer slegs een gebruik is, met ‘n 
0.32  g/l  opbrengs  vir  Atamy  en  2.52g/l  vir  Atglu.  Hierdie  het  bewys  dat  die  kombinasie  van  die 
A. tubingensis meergeskik vir die produksie van bio‐etanol was. Dit het ook bewys dat die beginsel 
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An estimation by Royal Dutch Shell  (a  leading petroleum group)  suggested  that by  the year 2050, 
30% of the world chemical and fuel needs would be supplied by renewable resources   with special 
reference  to  the agricultural  sector  (OECD, 1998). The  ideal  scenario would be  to use agricultural 




the  cell  walls  of  plants.    Lignin  is  intertwined  with  cellulose  and  hemicellulose  to  form  an 
impenetrable  barrier,  providing  structural  support  and  resistance  to microbial  attack.  Starch  and 





Enzymes  are  being  used  in  a  number  of  industries,  including  agriculture,  chemical  production, 
cleaning products,  energy production,  food, pharmaceutical  and  the processing of  raw materials. 
Technological  developments  are  now  rapidly  stimulating  the  promotion  of  enzyme  technology, 
based on health issues, energy, raw materials and environmental concerns (van Beilen and Li, 2002). 
The application of enzymes in industrial processes has led to a reduced need for chemicals (including 
organic  solvents),  the  elimination  of  high  process  temperatures  and  extreme  pH  ranges,  while 
producing a pure product with reduced environmental and financial impact. This is attributed to the 
ability  of  industrial  enzymes  to  work  at  moderate  temperatures  and  pH  values,  as  well  as  its 
biodegradability (Cherry and Fidantsef, 2003). 
 
The United States has proven  that  corn  starch  can be used  for  the  large‐scale production of bio‐
ethanol. Subsequently, the focus has shifted to optimising the cultivation of starch crops as well as 
starch production  in  cassava, maize  and potatoes  (Ulanov  et  al., 2003; McKibbin  et  al., 2006).  In 
terms of the ethanol production process, it is economically more feasible to produce ethanol directly 














The  success of commercially  feasible bio‐ethanol depends on  the development of  strains  that are 
efficient  in utilizing  the  substrate  (raw  starch,  in  this  case) while producing high  levels of ethanol 
(Polagye et al., 2007). Strains of Saccharomyces cerevisiae are routinely used for the fermentation of 
glucose  to ethanol since  few other yeasts display similar  levels of ethanol  tolerance. Furthermore, 
S. cerevisiae has a long history with the fermentation industry (wine and beer) and has GRAS status 
(Generally Regarded as Safe) making it the ideal host for the production of bio‐ethanol from starch 
(Dziezak, 1987). Unfortunately, S. cerevisiae  is unable to convert starch to glucose as  it  lacks starch 











• To evaluate  fungal strains capable of hydrolyzing raw corn starch and  identify the strain(s) 
with the highest extracellular α‐amylase and glucoamylase activities. 




• To  express  the  cDNA  copies  of  the  α‐amylase  and  glucoamylase  in  S. cerevisiae  and 
characterise the recombinant proteins expressed by the recombinant strains. 
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The  depleting  oil  reserves  and  the  climatic  change  caused  by  the  combustion  of  fossil  fuels  is 
currently  a  big  concern  as  it  affects  health, wealth  and  political  stability.  Fossil  fuels  are mainly 
responsible  for  the  pollution  of  the  atmosphere  due  to  the  release  of  SO2,  CO2,  NO2  and  NO 
associated with its combustion (Hoel and Kverndokk, 1996). Yet, fossil fuels remain the main source 
of energy despite  the  fact  that  these natural resources are not sustainable. At  the present rate of 
global consumption,  it  is estimated  that  the current crude oil  resources would be depleted  in  less 









are the major  forms of  fuels that have an  impact on air quality and climate change. Coal  is widely 
used  for heating and  the production of electricity  (by means of boilers). The  combustion of  fossil 










not as widely used as coal,  they play an  important environmental  role with  the emissions of high 
levels of SO2 with  their use as a  transportation  fuel  for  large ocean  transport vessels  (Corbett and 
Fischbeck,  1997).  More  than  half  of  the  total  sulphate  aerosol  column  burden  over  the 
Mediterranean  ocean  is  of  cargo  shipment  origin  (Marmer  et  al.,  2007).  Petroleum  fuels  are  the 

















70%  reduction  in  benzene,  1,3‐butadiene  and  acetaldehyde  emission,  respectively  (Auto/oil  Air 
Quality  Improvement  Research  Program,  1992).  Alcohols  have  broader  flammability  limits,  high 
flame  speeds  and  higher  heats  of  vaporization,  resulting  in  a  shorter  burn  time  compared  to 
theoretical  efficiency  with  petroleum  fuels  (MacLean  and  Lave,  2003).  However,  aldehydes  are 
produced  as  a  by‐product  during  the  combustion  of  biofuels,  which  can  lead  to  the  release  of 
secondary atmospheric pollutants (Atkutsu et al., 1991; McNair et al., 1992). Compressed natural gas 
(CNG) and  liquefied petroleum gas  (LPG) have  the  lowest emission of  carbon monoxide, benzene 
and aldehydes when compared to the combustion of petroleum, ethanol and methanol‐based fuels 
(Blake  and  Rowland,  1995). Although  compressed  gas  represents  a  cleaner  fuel  than  petroleum‐
based fuels, a major drawback is the handling and transportation of large volumes of gas. Biodiesel is 





investigated,  it  would  in  the  meantime  be  advantageous  to  establish  a  means  to  control  the 







Alternative energy  sources  should have an  insignificant environmental  footprint, enable economic 
prosperity  and  represent  a  sustainable  industry.  This would  include harvesting  energy  from wind 









































(called  the Quadricycle) was brought  into production  in 1908 with an adjustable  carburettor  that 
allowed  it  to use alcohol, petroleum or a blend named  “gasohol”  (Rosillo‐Calle and Walter, 2006; 
Kovarik, 1998). Ethanol was primarily used as fuel in Europe (Germany, France and Italy) in the early 
20th century, with ethanol production  increasing by 60.5 million  litres  from 1887  to 1904  (Kovarik, 
1998). The usage of alternative oils for fuel started around the same time as ethanol. Rudolf Diesel 
used peanut oil  in engines as a form of  liquid fuel  in 1900  (Shay, 1993). Ethanol petroleum blends 
were widely used during the 1920’s  in all  industrial countries excluding the USA. Europe produced 











usage  (Rothman et al., 1983). Ethanol production experienced a brief surge  in  the USA during  the 
1930’s when the market value of maize dropped significantly. During the Second World War, ethanol 
production in especially Brazil and the USA again received significant interest due to the petroleum 
scarcity.  After  the  end  of  the  war,  the  petroleum  production  recovered  and  with  its  cheap 
availability, it kept the use of ethanol out of the market for almost 40 years (Hill, 2000). The constant 









substrates  and  lignocellulosic biomass  (Balat et  al., 2008).  Sixty percent of  the  global bio‐ethanol 
production  is sourced from sugar cane with Brazil being the main producer (Lin and Tanaka, 2006), 
while the USA uses corn starch. Brazil and the USA together, produce more than 70% of the world’s 
total bio‐ethanol  (Balat et al., 2008). Lignocellulose  is  the most abundant  form of polysaccharides 
and has received much attention as a potential feedstock for bio‐ethanol production (McAloon et al., 
2000),  but  technologies  for  the  conversion  of  cellulosic  biomass  to  ethanol  are  still  in  its 
developmental stage and have not yet been demonstrated on a commercial scale (Balat et al., 2008). 
 
The bio‐ethanol production  in  the USA  confirmed  that  a  local biomass  source  should be used  as 
s
may  also  be  supplemented  by  cellulosic  agricultural waste  in  the  future  (Chen  et  al.,  2007).  The 
technology has been established to convert starch to bio‐ethanol, but a reduction in production cost 
is  required  to  produce  bio‐ethanol  at  a  competitive  price  without  the  need  for  governmental 
subsidies.  This reduction in cost can be accomplished by (1) using a less expensive feedstock (Table 
1); (2) using a more efficient enzyme or a combination of enzymes for starch conversion (Gray et al., 


















Barley  250  Sugar beet  110 
Cassava  S  180  weet potato 125 
Maize  360  S  weet sorghum 60 
Potato  110  Wheat  340 











grow  from 10%  to at  least 35%  in  the next 20  years  to ensure positive  growth on  this  continent 
(Singh and Sooch, 2004). Despite the continent’s potential in harnessing renewable resources for the 
production of energy, a large number of countries are still importing energy (Table 2) (Marrison and 




farming  and  rural  community  in  the  long  term.  The  full  impact  of  biofuels  could  only  be  fully 




poverty  level  and  the  usage  of  traditional  energy  (fire  wood  and  coal).  The  African  continent 
contains many  land‐locked  countries  that make  the  importation  of  foreign  energy  expensive  to 
poverty  stricken  nations.  The  demand  for African  exports  products  are  also  declining, which  is  a 
major concern and setback to Africa’s economy. Renewable energy could thus play a major role  in 
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stic  products  (GDP)  in  South Africa  are  attributed  to  logistical 
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the  African  countries  are  developing  countries  and  lack  social,  economical  and  political  stability 
which in turn also discourages foreign investment into sustainable energy projects. The instabilities 




Twenty  percent  of  the  gross  dome
expenses. Petroleum  is  largely used  for personal and private use while diesel  is primarily used  for 
bulk produce  transport. The  limited crude oil  resources has  led  the government  to  research other 
possibilities  to  substitute  the  country’s  fuel  supply  (Table  3).  Liquid  fuels  produced  from  coal, 
supplying 37% of South Africa’s current needs (Singh, 2006). The remaining 63% is dependent on the 
importation  of  crude  oil  from  other  countries.  The  introduction  of  light  diesel  engines  to  the 
personal transport market has led to diesel being viewed as a substitute for the petroleum market. 




























































the production of bio‐ethanol  (Table 4). The excess maize and  sugarcane  is  currently exported  to 
other  countries,  thus  its  conversion  to  bio‐ethanol would  theoretically  not  affect  the  local  food 
industry.  Bio‐ethanol  costing  should  not  therefore  be  based  on  the world  food market,  as  only 
excess  crops  are  being  used.  Therefore,  the  production  costs  of maize  and  sugarcane  should  be 
viable with  the world  price  compensation.  South  Africa  could  therefore  be  a  good  producer  of 
alternative fuel  in view of the current climate and production surpluses. The current production of 






1997‐1998  7203  6383  820 
1998‐1999  7461  6341  1120 
1999‐2000  11 001  6785  4216 
2000‐2001  7487  6924  563 
2003‐2004  8409  7751  658 
2004‐2005  9093  7956  1137 















increase  in biofuel consumption  (Kondili and Kaldellis, 2007; van Dam et al., 2007),  thus  indirectly 
creating  an  alternative  outlet  for  excess  farm  produce  and  the  upliftment  of  rural  areas.  Sound 




current fossil fuel price. This will, however,  lead to a  loss  in  income for the government, but as the 
process  becomes more  cost‐efficient,  less  subsidies  will  be  required  (e.g.  Brazil).  Fuel  suppliers 
should  be  forced  to  introduce  a  fixed  share  of  biofuels  into  their  total  fuel  sales  through 





such  as  starch.  Unfortunately  this  raw  material  is  also  used  as  livestock  feed  and  for  human 
consumption,  leading  to  competition with  the  feed/food markets  and  conflict with  human  rights 
groups in times of insufficient supply. The increase in feedstock demand could lead to an increase in 
food  prices  and  also  constrain  the  production  of  biofuels.  Ideally  more  intensive  agricultural 
practices would  be  required  to  increase  the  yields  (more  tons/ha)  for  these  crops, which  could 
ultimately  lead  to more pollution of natural  resources due  to  the  excessive use of  fertilizers  and 





approximately  4.2%  of  the  total  agricultural  land  globally  (Rajagopal  et  al.,  2007).  The  biofuel 
demand  is expected  to double  in  the next  ten years,  implying  that  its economic  future  is  secured 
(Demirbas and Balat, 2006). A growing demand requires a growing production/supply, which would 
have  an  impact  on  global  warming  if  deforestation  is  required  to  increase  agricultural  land 
(Srinivasan,  2009).  Humans  and  livestock  consume  48%  and  35%  respectively  of  the  food  grain 










A  number  of  steps  are  required  before  bio‐ethanol  from  biomass  can  be  used  as  a  fossil  fuel 




The  production  of  bio‐ethanol  from  corn  starch  makes  use  of  two  specific  processes  for  the 
extraction of  corn  starch,  i.e.  the dry‐mill and wet‐mill processes  (Figure 3)  (Kim and Dale, 2008). 
During the dry‐milling process, the maize kernels are hammered into coarse flour, which is cooked in 
water until the starch component becomes soluble. Amylase enzymes are  introduced to hydrolyze 




used  as  animal  feed.  This  by‐product  contains  yeast,  unfermented  fibre  and  fat.  About  1  kg  by‐
product  is  produced  for  every  kilogram  of  bio‐ethanol  produced.  An  increase  in  bio‐ethanol 
production will therefore also lead to the increase of this low market value by‐product (Belyea, et al 
2004; Kelsall and Lyons, 2003; Schilling et al, 2004). Li et al.  indicated  that  it would be possible  to 
lower the overall by‐product production and also increase the ethanol yield (Li et al., 2010) by using 














of  biomass  used  as  substrate  (higher  sugar  yield),  and  (3)  optimizing  the  organism  used  for  the 





Overall  costing  for  the  production  of  bio‐ethanol  is  the  lowest  in  Brazil,  where  the  favourable 





























The  production  costs  of  bio‐ethanol  are mainly  affected  by  the  price  of  the  raw materials.  Feed 
stocks  account  for  more  than  33%  of  the  production  costs  of  bio‐ethanol,  thus  any  means  of 
lowering costs or maximizing yield is imperative (Balat et al., 2008). Ethanol production with the dry‐
milling process offers  significant economic benefits with more money  returned  to  the community 
than what  is  invested  in the production of ethanol. The processes used  in maize‐based bio‐ethanol 
production  are  directly  influenced  by  the  environmental  production  performance.  Therefore,  the 
amount of  substrate  (biomass and  in  this  case maize)  is directly  influenced by  the maize  farming 










The hydrolysis of biomass and  the  fermentation of  the  resulting sugars  to ethanol  in a single step 
process would  further  lead to cost reductions using a single genetically engineered microorganism 

















during which  light energy  from  the sun  is converted  into chemical energy. Starch  is synthesized  in 
the chloroplasts (Figure 4) of plants and accounts for a large fraction of the biomass. Starch is seen 
as  a  reserve  energy  storage  compound  that  is metabolized  through  photorespiration  during  the 
absence of  light. Plant organs  such  as  tubers,  seeds  and  roots  are used  for  long‐term  storage of 
starch (Norouzian et al., 2005). 
 
Starch  is  a  homopolysaccharide  consisting  of  D‐glucose  units  linked  primarily  by  α‐1,4  bonds 
(Figure 5). Starch is present as small granules with its size being characteristic of its origin (Tester et 
al.,  2004).    Rice  starch  granules  are  1‐2  μm, whereas  potato  starch  granules  are  approximately 
100 μm  in  size.  Starch  contains  two  types  of  polysaccharides  in  varying  concentrations:  amylose 
























































can  be  sourced  from  animal,  plant  or microbial  origin, with most  sourced  from microorganisms 
(Pandey et al., 2000). Isoamylases and α‐amylases (EC 3.2.1.1) are endo‐type enzymes (degrades the 
internal bonds of  the starch)  responsible  for  the  liquefaction of starch  (Figure 6). The  isoamylases 
and  pullulanases  (EC 3.2.1.41)  cleaves  the  α‐1,6‐bonds  within  the  starch  chain  resulting  in 
amylopectin being converted  into amylose and oligosaccharides of various  lengths  (25‐30 glucose‐





The  β‐amylases  (EC 3.2.1.3) are exo‐type enzymes, which hydrolyse  the oligosaccharides  from  the 





















amylases  into D‐glucose, depending on  the  composition  and origin of  the  starch. The  α‐amylases 
could break down the starch into oligosaccharides, which forms the substrate for the glucoamylases, 
which  in  turn  would  then  degrade  the  ends  of  the  oligosaccharides  resulting  in  the  release  of 





dense polycrystalline state, which makes raw starch  insoluble  in cold water and results  in  the raw 
starch being resistant to enzymatic activity. Additional heating is therefore needed to gelatinize the 
raw  starch  in water  (resulting  in  additional  costs) prior  to  enzymatic degradation  (Mitsuiki  et  al., 
2005). Starch granules undergo gelatinization when  it  is heated above a  specific  temperature  (an 
irreversible process). The breakage of the hydrogen bonds results in an uptake of water and overall 
















The  temperature of gelatinization  for most  starches  is between 60°C and 80°C, depending on  the 








Source  Initiation  Midpoint  Completion 
Maize  62  72 67 
Minot  61  66  71 
Potato  50  60  68 
Rice  66  72  78 
Waxy maize  63  68  72 
Wheat  52  58  64 
 
 
aw  starch  is  difficult  to  degrade.  In  general,  raw  starch  degrading  organisms  use  only  one  raw 
tarch degrading enzyme  (RSDE)  for hydrolysis, whereas a possible combination of RSDE would be 
Figure 7: An  image of granular  corn  starch visualized with electron microscopy  (A) inside  the plant  cell,  (B) 







α‐amylase  entry  into  the  interior  of  the  starch  molecule.  Glucoamylases  hydrolyse  the  shorter 
dextrins from the non‐reducing ends of the starch molecule resulting  in the exclusive formation of 















  from  the  first  two  groups  are  used  in 
lpha‐amylases consists of hydrolases and  transferases, which are multi‐domain proteins with  the 





debranching  enzymes  and  transferases,  of which  enzymes
industries  for  starch  hydrolysis.  Endo‐amylases  display  α‐1,4‐cleavage  activity  and  include  the 




































































































nucleophilic  acid  group  of  amino  acids,  resulting  in  a  β‐glycosyl  enzyme  intermediate, while  the 
aglycome of  the substrate  leaves  the active site. This entire process  is reversed during  the second 
displacement when the anomeric centre is thereafter attacked by a water molecule that is activated 
by  the  carboxylate  form of  the  former proton donor. Hereafter,  an  ion‐like  transition  state  takes 
place  to  produce  an  α‐anomeric  configuration  and  protonation  of  the  original  acid  group. 






Janacek, 1997), which display  large variation  in the  length of the open reading frames (Kajiwara et 
al., 1997). DNA  sequence analyses also assisted with  functionality  studies of  its different domains 
(MacGregor  et  al.,  2001),  e.g.  unravelling  the  evolutionary  origin  of  the  α/β‐barrel  of  α‐amylase 
(Farber  and  Petsko,  1990;  Farber,  1993).  As more  α‐amylase  sequences  are  becoming  known  to 




the  pharmaceutical  industry  for  digestive  disorders  (Gupta  et  al.,  2003).  α‐Amylases  have  been 
extensively applied  in  the bread and baking  industry  to produce higher volume, colour and  softer 













been  applied  as  an  anti‐staling  agent  in  dough  improvement  (Gupta  et  al.,  2003)  and made  a 
contribution  to  the  textile  industry  for  the desizing of  textile  fibres due  to  its ability  to hydrolyse 
starch. It has also been used in the paper industry for low viscosity starch production for the coating 








Aspergillus awamori  3.5  35  + 




Barley  4.5  40  + 










the outside  towards  the  inside with  the  formation of  β‐D‐glucose units. Glucoamylases have  also 
been known as amyloglucosidase, glucoamylase or even I‐amylase (Solomon, 1978). Glucoamylases 
could  be  found  in  a wide  range  of  organisms  including  animals, microorganisms  and  plants.  The 





















perature  Molecular  Raw Starch pH  Tem
timu Optimum (°C)  weight (d)  Digestion 















.5‐5.0 60  99000  ‐ 
A. niger II  4.5‐5.0  60  112000  ‐ 
A. niger   4.7  65  69810  ‐ 
var Teigh 3.5  60  89130  ‐ 
Aspergillus ory 4.5  60  76000  + 
A. oryzae II  4.5  50  38000  0 
A. oryzae III  4.5  40  38000  0 
 Aspergillus sal 4.5  50  00‐900  
Clostridium thermo 4‐6  75  ‐  ‐ 
Clostridium thermosaccharolyticum  5.0  70  00  
Flavobacterium sp.  .5‐6.5   ‐ 
Halobacterium sodo 7.5  0  
Humicola lanuginosa K13/1  6.6  5‐70   + 
Rhizopus sp. I  4.5  40  00 + 
Rhizopus sp. II  .5‐5.0   58600  + 
Rhizopus sp. III  4.5‐5.0  ‐  61400  + 
Rhizopus niveus 5.5  ‐  60000  + 
Saccharomyces d ‐  ‐  68000  ‐ 
Saccharomyces diastaticus II  ‐  ‐  84000  ‐ 
Saccharomyces diastaticus III  ‐  ‐  79000  ‐ 







are capable of hydrolyzing  raw starch  (Table 8). Various studies have also been performed on  the 
different  binding  domains  of  glucoamylases  (Williamson  and  Belshaw,  1993)  in  an  attempt  to 
increase its substrate affinity (Juge et al., 2006). The same method has also been applied where the 
binding domain of A. niger has been  linked  to  the glucoamylase of Saccharomyces  cerevisiae var. 
diastaticus  to  increase  its  substrate  affinity  (Latorre‐Garcia,  2005).   Mutagenesis  studies  on  the 
glucoamylase genes of A. awamori aimed to improve the thermostability of the enzyme and increase 
























The  catalytic  reaction  of  glucoamylase  takes  place with  the  inversion  of  the  configuration  at  the 
anomeric carbon. This process requires a pair of carboxylic acids at the active site of the enzyme that 
acts as a general acid with  the anomeric  carbon acting as a general base  (McCarter and Withers, 
1994). The hydrolytic mechanism of the glucoamylase consists out of three steps in which a proton is 
first  transferred  from  the  general  acid  catalyst  to  the  glycosidic  oxygen  of  the  scissile  bond. 
Hereafter  the  formation of an oxocarbenium  ion  take place and  in  the  last  step, a water‐assisted 
nucleophilic  attack  is  mediated  by  a  general  base  catalyst  (McCarter  and  Withers,  1994; 
Konstantindis and Sinnot, 1991; Tanaka et al., 1994). Glu179 was  identified as the general acid and 
Glu400 as the general base in the catalytic processes of A. awamori and A. niger (Sierks et al., 1990; 
Svensson et  al., 1990). Glucoamylase used  in  the  industrial  sector  is predominantly  isolated  from 
Aspergillus  niger  and  Rhizopus  sp.  for  the  production  of  glucose  from  malto‐oligosaccharides 
(Pandey and Radhakrishnan, 1993), with Aspergillus being the most important industrial producer of 






























enzyme  costs  associated  with  raw  starch  conversion.  Although  some  research  groups  have 
developed  yeast  strains  that produce  α‐amylase  and  glucoamylase enzymes, none of  the existing 
groups  has  developed  yeast  strains  that  produce  sufficient  quantities  of  raw  starch‐degrading 
enzymes to sustain growth and fermentation on this substrate for a commercially viable process. 
 
Strains  of  Saccharomyces  cerevisiae  are  currently  being  used  for  the  conversion  of  glucose  to 
bio‐ethanol.  Although some yeasts other than Saccharomyces have the capability of utilizing starch, 
they are not used  in  fermentation processes because of  their  low ethanol  tolerance  (McCann and 
Barnett,  1986)  and  repression  of  the  catabolic  systems  (de  Mot  et  al.,  1984).  Furthermore 
S. cerevisiae has a long history with the fermentation industry (wine and beer) and has GRAS status 
(Generally Regarded as Safe), making it the ideal host for the production of bio‐ethanol from starch 












been  successfully  expressed  in  a  yeast  host.  A  number  of  successful  expressions  of  amylases  in 
Saccharomyces  species  have  been  reported,  e.g.  an  α‐amylase  from  Aspergillus  oryzae  in 
Saccharomyces  kluyveri  and  S.  cerevisiae  (Moller  et  al.,  2004).  The  two  α‐amylase  genes  of 
Lipomyces  kononkoae,  a  Saccharomycopsis  fibuligera  glucoamylase  (Knox  et  al.,  2004),  a  wheat 








organism  that  can  be  constantly  reused  for  further  fermentations.  The  advantage  of  such  a 
biocatalyst  is  that  the  risk of contamination  is  lowered during  the  fermentation process  since  the 
glucose  that  is  produced  by  the  activity  of  the  enzymes,  is  readily  utilised  by  the  yeast.  The 
disadvantage  of  the  catalyst  is  that  it  is  only  able  to  hydrolyse  the  substrate  in  its  immediate 
surroundings.    In  the alternative amylolytic  yeast, enzymes are  secreted and  the amylolytic  yeast 
therefore  does  not  have  to  be  in  the  immediate  vicinity  of  the  substrate  to  utilize  the  glucose 
produced by the free moving amylases. However, this is also to the amylolytic yeast’s disadvantage 




Source  Enzyme  Host  Reference 
A. oryzae  α‐amylase  S. cerevisiae  Randez‐Gil et al., 1995 
A. oryzae  α‐amylase  S. kluyveri  Moller et al., 2004 
A. oryzae  α‐amylase  S. cerevisiae  Moller et al., 2004 
Lipomyces 
kononenkoae  α‐amylase  S. cerevisiae  Steyn et al., 1995 
Rhizopus oryzae  glucoamylase  S. cerevisiae  Murai et al., 1998 
Rhizopus oryzae  glucoamylase  S. cerevisiae  Shigechi et al., 2004 
A. kawachii  α‐amylase  S. cerevisiae  Kaneko et al., 1996 
 
 


















the  biomass  should  result  in  a  higher  yield with  lower  processing  costs  (Gray  et  al.,  2006).  The 
hydrolysis temperature should thus be  lowered for glucose production to that of the fermentation 







































[pH 4.5;  60-62ºC; 12-96 h]

























sugars during a SSF process  (Figure 13). These sugars are then  further  fermented to yield ethanol. 
The  drawback  regarding  such  a  process  is  the  larger  risk  of  contamination with  lowered  process 
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Figure  13:  Traditional  bioethanol  production  from  starch  involved  liquefaction,  saccharification  and 














to  be  constructed  that  can  successfully  produce  and  secrete  raw  starch  degrading  α‐amylases 
(Carlsen  et  al.,  1996)  and  glucoamylases.  This  strain  would  theoretically  lead  to  higher  ethanol 
production  from  starch without  requiring  pre‐treatment  of  the  substrate  (Mukerjea  et  al.,  2006; 




that  can  produce  high  levels  of  heterologous  amylolytic  activity.  In  the  case  of  the  raw 
starch‐degrading  yeast,  glucoamylases  and  α‐amylases  capable  of  hydrolysing  raw  starch  are 
required,  but  only  a  limited  number  of  these  are  currently  known.  Bioprospecting  for  novel 
amylolytic  enzymes  is  therefore  essential  to  generate  a  sufficiently  large  collection  of  raw 





Limited  successful  results have been  reported on  the hydrolysis and utilization of  raw  starch by a 
single  amylolytic  transformed  yeast  strain. Different  combinations  of  α‐  and  glucoamylase  genes 
have been expressed  in yeast with  the hope of a more  refined hydrolysis  system and  thus higher 
ethanol yields.   As previously discussed, numerous  studies  focused on  the expression of different 
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starch  hydrolysis,  the  fungi  were  further  screened  on  plates  for  the  production  of  α‐  and 











Biofuels  produced  from  wood  is  an  attractive  alternative  to  fossil  fuels,  but  the  technology 
development is still in its early stages (Polaye et al., 2007; Hahn‐Hagerdal et al., 2007), whereas the 
production of bio‐ethanol  from starch  is already established. However,  further studies  to optimize 
the production of bio‐ethanol  from starch could  improve current processes  to make  it more cost‐
effective and sustainable as an alternative energy source. The current biorefining steps use up to the 
equivalent  of  20%  of  the  total  energy  content  of  ethanol  in  the  production  of  this  fuel  source 
(Robertson et al., 2006). The hydrolysis of biomass and the fermentation of the resulting sugars to 
ethanol  in  a  single  step  process would  result  in  significant  cost  reductions  (Polaye  et  al.,  2007). 
“Consolidated  Bioprocessing”  or  CBP,  where  one  organism  can  both  hydrolyse  the  starch  and 
ferment the resulting sugars will offer even further reductions in the production cost of bio‐ethanol. 





One  aspect  of  starch  hydrolysis  that  needs  further  development  to  render  it more  economically 
feasible, is to produce ethanol from raw starch as is found in corn kernels. The starch molecules are 




Filamentous  fungi are  frequently applied  in  industrial processes of a biotechnological nature. The 
ability of a filamentous fungus in its high efficiency in substrate decomposition makes it attractive as 
a  source of  the  isolation of novel degrading enzymes  (Maeda et al., 2005). Fungi are exceptional 
organisms due to their ability to secrete enzymes into the substrate on which they grow. Hydrolysis 
takes place  in the substrate  itself, making  it semi‐soluble and thus allowing the fungi to absorb the 
necessary nutrients. A number of fungal species produce α‐amylases (Yoon et al., 2007; Mukerjea et 
al., 2006) and glucoamylases  (Jin et al., 1999) that enable these fungi to hydrolyse raw starch  into 
D‐glucose.  Some  strains  of  Aspergillus  and  Rhizopus  spp.  are  currently  being  exploited  for  the 
commercial  production  of  glucoamylases  for  application  in  the  food  industry  (Jin  et  al.,  1999; 





have been  identified with  the ability  to grow well on raw starch. Bioprospecting could  lead  to  the 
isolation of potentially important organisms producing raw starch degrading enzymes.  The first step 
in bioprospecting requires a large scale screening of diverse microbes for the enzymes required for 
the  selected  industrial  process  (Burton  et  al.,  2002).  The  protein  needs  to  be  isolated  and 
characterized since its working temperature and pH range will determine the industrial application. 
The  three‐dimensional  structure  and  amino  acid  sequence may  be  required  to  design  synthetic 
genes  for expression  in  large quantities  in a more  favourable microorganism, such as S. cerevisiae 
(Beilen and Li, 2002). 
 
Saccharomyces  cerevisiae  is  a heterotrophic, non‐motile, unicellular organism, which  relies on  its 
immediate  environment  for  the  ingestion  of  nutrients  to  sustain  biomass  and  energy  production 
(Gagiano et al., 2002). The positive attributes of S. cerevisiae  is  its high fermentation, ethanol yield 













starch,  followed  by  the  characterization  of  the  α‐amylase  and  glucoamylase  activity  of  the  best 






Agar  (MEA,  Biolab  Diagnostics,  South  Africa)  and  incubated  at  26ºC,  with  the  exception  of 
Rhizomucor  spp.  that  were  grown  at  40ºC.    The  A. tubingensis  strain  was  cultured  in  250  ml 
Erlenmeyer  flasks  containing  50  ml  of  YPD  medium  with  shaking  at  100rpm  for  3  days.  The 
supernatant was concentrated by freeze‐drying and used  inoculum for the   enzyme activity assays. 
The optimal enzyme activity was determined using a modified version of  the DNS method  (Miller, 





Starch Agar  comprised  (per  litre) of 6.7  g  yeast nitrogen base  (Difco  Laboratories, Germany), 5  g 
(NH4)2SO4, 20 g  corn  starch  (Sigma, Germany) and 12 g agar. Raw Starch Agar  comprised of  corn 
starch that was sterilised with gamma radiation and added to the cooled medium after autoclaving. 
Phadebas Agar  comprised  (per  liter) 6.7 g yeast nitrogen base  (Difco  Laboratories, Germany), 5 g 
(NH4)2SO4,  1  g  corn  starch  (Sigma,  Germany),  20  Phadebas  tablets  (Kabi  Pharmacia  Diagnostics, 
Sweden) and 12 g agar (Sigma, Germany).  
 
Cultures were  incubated at 26°C or 40°C  for Rhizopus spp. until colonies  in 2cm diameter  formed. 










Genus  Species  Soluble1 Raw2 Phadebas3 Strain reference4
Aspergillus  flavus  + + + 1220
  fumigatus  + + + T4.1
  fumigatus  + + + T4.4
  fumigatus  + + + T10.4
  niger  + 0 0 578 
  tubingensis  + + + T8.2
  tubingensis  + + + T8.4
Fusarium  cerealis  0 0 0 1371
  boothii   0 0 0 29020
  pseudograminearum   0 0 0 28062
  mesoamericanum   0 0 0 29184
  acaciae‐mearnsii   0 0 0 34207
  brasilicum   + 0 0 31281
  cortaderiae   0 0 0 29297
  meridionale   0 0 0 28436
  culmorum   + 0 0 3288
  graminearum   0 0 0 28334
  austroamericaum   0 0 0 28585
  asiaticum   0 0 0 13818
Lipomycetes  kononenkoae  + 0 0 1004
Penicillium  antrovenetum  + 0 + C11 
  citrinum  + + 0 C58 
  griseofulvin  + + + C33 
  janczewskii  + + + C26 
  janczewskii  + + + C111
  roseopurpureum  + + C59 
Mucor  circinelloides  0 0 0 1180
  hiemales  + 0 + 1211
  luna  0 0 0 1119
Rhizomucor  pusillus  0 0 0 T3.2
  pusillus  0 0 0 T3.3
  pusillus  0 0 0 T3.4
Rhizopus  digosporus  0 0 0 1219
  oryzae  0 0 0 1220
  stolonifer  + 0 0 1221




















The Red‐Starch kit  (Megazyme,  Ireland) was used  to quantify  the α‐amylase activity of Aspergillus 
tubingensis  (T8.4), Mucor sp.  (1180) and Penicillium  janczewskii  (C111)  inoculated  in triplicate at a 
concentration of 2x104 spores/ml in 50 ml liquid SC‐complete medium with 0.6% (w/v) raw starch in 
250 ml Erlenmeyer flasks. Cultures were incubated at 26°C on a rotary shaker at 100 rpm for 3 days 




A. tubingensis  (T8.4)  and Mucor  sp.  (1180) were  inoculated  in  triplicate  in  SC  liquid  cultures  at  a 
concentration of 1x106 spores/ml. The strains were monitored over a period of 3 days after which 
the  supernatant was harvested by means of  filtration  through a 0.22 µm AcetatePlus  filter paper 
(Lasec, South Africa). The supernatant was then transferred to sterile serum bottles to which of 0.6% 
(w/v) of sterile raw starch was hereafter added. Two yeast  industrial strains, S. cerevisiae N96 and 
S. cerevisiae  Y102,  were  inoculated  into  the  supernatant  of  each  fungal  strain  to  a  final 
concentration of 1x106 cells/ml and cultivated on a rotary shaker (100rpm)at 30°C and 100 rpm  in 































The  fungal  strains were  further  evaluated  for  their  ability  to  reduce  complex  sugars  into  simple 




results  of  activity  on  solid media  (Table  1),  but  large  differences were  observed  in  the  levels  of 




0.6%  raw  starch  as  sole  carbon  source  in  liquid  cultures.  These  fungal  strains  included Mucor  sp 
(1180), Mucor  sp  (1211), Penicillium  citrinum  (C58), Penicillium  roseopurpureum  (C59), Penicillium 




























Figure  2: Enzymatic activity of  the  five  fungal  strains which produced  the highest  levels of  reducing  sugars 






α‐amylase  activity,  with  that  of  A.  tubingensis  significantly  higher  than  for  Mucor  sp.  and 









































α‐amylases  and  glucoamylases  (James  and  Lee,  1997;  Robertson  et  al.,  2006)  and  is  also  in 
agreement with the optimal growth pH for the yeast Saccharomyces cerevisiae, which is ideal for the 



























When co‐inoculated with S. cerevisiae strains,  the A. tubingensis  (T8.4) strain was able  to produce 
enough extracellular amylase activity to support growth of both S. cerevisiae strains on 0.6% (w/v) 














































































Figure  5:  Ethanol  production  by  ()  A.  tubingensis  T8.4  +  S.  cerevisiae  Y102;  (X)  A.  tubingensis  T8.4  + 







also  the  case  for  strains  grown  on  raw  starch  agar  plates.  Halos  are  a  clear  indication  of  the 
hydrolysis of  the  starch  substrate  surrounding  the  colony, whereas growth does not  imply  starch 
utilization, since some fungal strains are oligotrophic and able to grow on SC medium when starch is 
omitted  (Russo  et  al.,  1995).  The  formation  of  halos  was  therefore  used  as  an  indicator  of 
extracellular activity and strains that did not produce halos were not further evaluated.  
 
Halo  size  can be  influenced by a number of  factors,  including  the agar  concentration,  size of  the 
protein,  level  of  glycosylation  of  the  enzyme,  number  of  branching  points  of  the  fungus,  etc. 
(Cornesa et al., 2001). Therefore,  the  size of  the halos was  regarded as a qualitative  test and not 
quantitative measurement. The presence of α‐amylase activity, as  indicated by a halo on Phadebas 
agar plates, were found in half of the strains (Table 1).  The reducing sugar assays indicated the total 
extracellular  amylase  activity,  which  includes  α‐amylase,  β‐amylase  and  glucoamylase  activities 
(Fleet,  2003).  In  the  initial  screening,  using  soluble  starch  as  substrate,  all  the  fungal  strains 
confirmed  amylase  activity  after  7  days,  with  Mucor  sp.  (1180),  A. tubingensis  (T8.4)  and 
P. janczewskii  (C1  11)  identified  as  the  strains with  the  best  total  extracellular  amylase  activity. 































is  at  pH  4  and  50°C.    It  should,  however,  be  taken  into  consideration  that  this  is  the  optimum 
temperature  of  activity  of  the  total  extracellular  enzymes  excreted  by  this  organism.  It  could 
therefore be possible that the optima for the individual extracellular enzymes of A. tubingensis may 
differ when expressed  in a different host. This  is of  importance  for the hydrolysis of raw starch at 
lower temperatures to reduce production costs. 
 
The  supernatant  of Mucor  sp.  (1180)  and  A. tubingensis  (T8.4)  was  evaluated  in  liquid  cultures 
together with  selected  strains of S. cerevisiae at 30ºC  to determine which  fungi and yeast  is most 
compatible. The S. cerevisiae N96  strain  is an  industrial wild  type yeast used  in  the production of 
wine,  whereas  strain  Y102  was  used  in  the  1980’s  for  bio‐ethanol  production  from  molasses 
(Saayman, 2005). Both S. cerevisiae strains were able to produce ethanol when cultivated on 0.6% 
(w/v) raw starch with the addition of the A. tubingensis (T8.4) supernatant. The supernatant, which 
contained  the  amylase  enzymes,  had  the  ability  to  hydrolyse  the  raw  starch  substrate  to  simple 
sugars  that  could  be  used  as  substrate  by  the  yeast  strains  for  the  production  of  ethanol  under 
anaerobic conditions.  
 
Although  fungi  and  yeast  can  grow  together  under  certain  conditions,  co‐cultivation  has  little 
potential since the  low  levels of ethanol tolerance of filamentous fungi will always be problematic. 
Yet,  A. tubingensis  can  still  contribute  to  bio‐ethanol  production  if  the  genes  encoding  for 
glucoamylase and α‐amylase could be isolated and expressed in S. cerevisiae.  Clearly, A. tubingensis 
possesses unique raw starch degrading enzymes that can hydrolyse raw starch into glucose.  To our 
knowledge,  this  is  the  first  report  of  a  study  conducted  on  the  starch  hydrolyzing  abilities  of 
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in  the USA  for  the production of bio‐ethanol  as  a  fossil  fuel  supplement. A number of  steps  are 
involved  in the utilisation of starch as a  feedstock,  including  the separation of the starch  from the 
biomass, hydrolysis of the starch to simple sugars and the conversion of the sugars to ethanol.  The 
combined hydrolysis of biomass and  fermentation of  the  resulting  sugars  in a  single  step process 
(simultaneous saccharification and fermentation, SSF) would result in cost reductions, whilst using a 
single  genetically  engineered microorganism  that  could  perform  both  the  starch  hydrolysis  and 
fermentation (consolidated bioprocessing, CBP) will offer even further reductions in the production 
cost of bio‐ethanol (Polaye et al., 2007). In this study, the α‐amylase and glucoamylase genes were 
isolated  from a Aspergillus tubingensis  strain and expressed  separately on episomal plasmids  in a 
laboratory strain of Saccharomyces cerevisiae.  The resulting strain was able to perform CBP in liquid 
media where  raw  starch was  used  as  the  sole  carbon  source  for  the  production  of  ethanol.  The 
combination of  the  yeast  strains produced  ethanol  at  a  final  concentration of 11.04  g/l, which  is 








for  bio‐ethanol  production  as  a  fossil  fuel  supplement.  A  number  of  steps  are  involved  in  the 
utilisation  of  starch  as  a  feedstock,  including  the  separation  of  the  starch  from  the  biomass, 
hydrolysis of the starch to simple sugars and the conversion of the sugars to ethanol.  The combined 
hydrolysis of biomass and fermentation of the resulting sugars in a single step process (simultaneous 
saccharification  and  fermentation,  SSF)  would  result  in  cost  reductions,  whilst  using  a  single 





bio‐ethanol  due  to  its  high  ethanol  tolerance.  Unfortunately  the  yeast  lacks  starch  degrading 
enzymes which  prevents  the  efficient  utilization  of  starch  (Lin  et  al.,  1998).    Several  other  yeast 
species  are  able  to  degrade  starch,  but  their  low  ethanol  tolerance makes  co‐fermentation with 
S. cerevisiae problematic.  
 
Starch consists of  α‐1,4  linked glucose units with  α‐1,6 branching points  (Tester et al., 2004). The 
α‐amylases (EC 3.2.1.1) degrade the starch chain at random, releasing oligosaccharides (dextrins) of 
varying  lengths. Glucoamylase  (1,4‐α‐D‐glucan glucohydrolase; EC 3.2.1.3)  is an exo‐acting enzyme 








the commercial production of glucoamylase  for  the  food  industry  (Jin et al., 1999; Koutinas et al., 
2003). An Aspergillus  tubingensis  strain had previously been  identified with both  α‐amylase    and 
glucoamylase activity  in a study  that  ‐  to our knowledge, constitutes  the  first report on  the starch 














and  supplements used  in  this  study were of analytical grade  standard. The  recombinant plasmids 



























A. tubingensis was  cultivated at 30°C on a  rotary  shaker at 100  rpm  in maltodextrin medium  (5% 
maltodextrin,  0.6%  NaNO3,  0.15%KH2PO4,  0.05%  MgSO4,  0.05% KCl  and  trace  elements. 
A. tubingensis was maintained on MEA agar plates (12.75% maltose, 2.75% dextrin, 2.35% glycerol, 
0.78%  peptone,  15%  agar)  at  30°C.  To  induce  the  amylase  genes  prior  to  mRNA  isolation, 






base without  amino  acids  (Difco  Laboratories), 20  g/l  glucose,  5  g/l  (NH4)2SO4  and  supplemented 
with additional amino acids, without uracil). Cultivation took place aerobically on a rotary shaker at 
250  rpm  at  26°C  in  250 ml  Erlenmeyer  flasks  containing  50 ml of  SC‐URA medium.    Soluble  starch 
(Sigma) was  added  prior  to  autoclaving  at  a  concentration  of  2%  (w/v) when  required.  For  the 
fermentation studies, recombinant strains were cultivated  in SC‐URA media with 2% raw corn starch 
(Sigma) as sole carbon source. The raw corn starch was sterilized by the addition of absolute ethanol 






restriction digests and  ligations were  sourced  from Roche Diagnostics  (Randburg, South Africa) or 





amplified  region was  compared  to  sequences  in  the NCBI  database.  Restriction  fragment  length 
polymorphism  (RFLP)  analysis  was  used  to  distinguish  the  A. tubingensis  strain  from  Aspergillus 
niger.   
 
For  the  α‐amylase,  the  Asptalf‐L  +  Asptalf‐R  and  Asamy‐L  +  Asamy‐R  primer  sets were  designed 
based on the genomic and cDNA sequences of the Aspergillus kawachii amylase gene, respectively 
(Genbank Accession  nr. AB008370).    For  the  glucoamylase,  the Atglu‐L  + Atglu‐R  primer  set was 















































For  cDNA  preparation,  total  nucleic  acid  was  isolated  from  A. tubingensis  using  liquid  nitrogen 






The  Atglu  and  Atamy  genes  were  cloned  into  the  EcoRI  and  XhoI  sites  of  yBBH1,  yielding 
yBBH1‐Atamy and yBBH1‐Atglu,  respectively  (Fig 1). Plasmid yBBH1  is  similar  to yENO1 previously 























The  Atamy  and  Atglu  cDNA  fragments were  ligated  into  the  pTZ57R/T  vector  (InsTAcloneTM  PCR 
Cloning  Kit,  Fermentas),  now  designated  pTZ‐Atamy  and  pTZ‐Atglu,  for  sequencing  on  the 
ABI PRISM™  3100  Genetic  Analyser.  The  sequence  data  was  analysed  with  the  BLAST  program 













starch  or  2%  raw  corn  starch  to  determine  the  hydrolyzing  effect  of  the  extracellular  enzymes 
produced. Residual  starch  in  the plates were  stained with an  iodine  solution  (3% KI, 0.3%  iodine) 




Transformants  were  cultured  in  250 ml  Erlenmeyer  flasks  at  100  rpm  containing  50 ml  of  YPD 
medium for 3 days at 30°C. The supernatant containing the extracellular α‐amylase or glucoamylase 




released  by  the  enzymes with  relative  activity  expressed  in  percentage, with  the  highest  activity 
taken as 100%.   
 
A growth curve was used  to evaluate growth of  the  transformants  relative  to  the  reference strain 
S. cerevisiae Y294[yBBH1]. The yeast strains were  inoculated at 1X105 cells/ml and cultured at 30°C 
and 100  rpm  in 250 ml Erlenmeyer  flasks containing 50 ml of 2XSC‐URA, until  the different cultures 
reached stationary phase. Samples were taken periodically and absorbance readings were done at 
600  nm.  These  readings  were  converted  to  dry  weight  using  a  standard  curve  compiled  with 
S. cerevisiae Y294.   The α‐amylase activity was determined with  the Red Starch assay  (Megazyme, 
Ireland)  at  30°C  and  pH  5.4  with  activity  expressed  as  Celalpha  Units  per  gram  dry  weight.  
Glucoamylase  activity was  determined  at  30°C  for  10 minutes with modification  (100  µl  of  the 
















The  different  recombinant  yeast  strains were  cultivated  in  SC‐URA media,  containing  2%  raw  corn 
starch  (Sigma)  as  sole  carbon  source.  Pre‐cultures were  cultivated  in  SC‐URA media with  2%  corn 
starch and  inoculated (1x105 cells/ml)  into 120 ml glass serum bottles (in quadruplicate) containing 
100 ml SC‐URA media with 2% corn starch. Mixing and anaerobic incubation was done on a magnetic 
multi‐stirrer  at 30°C until  stationary phase.  Sampling was done  at 12 hour  time  intervals using  a 
syringe needle pierced through the rubber plug.  
 
Ethanol  concentrations  were  determined  with  high  performance  liquid  chromatography  (HPLC), 
using a Waters 717  injector (Milford, MA, USA) and Agilent 1100 pump (PaloAlto). The compounds 
were  separated on a Phenomenex RHM Monosaccharide 7.8 x 300 mm  column  (00H0132‐K0, Bio‐




























the  A.  tubingensis  α‐amylase  gene  (Atamy)  and  predicted  amino  acid  sequence  are  shown  in 
Figure 2. 
 
1         ATGAGAGTGTCGACTTCAAGTATTGCCCTTGCTGTGTCCCTTTTTGGGAAGCTGGCCCTT 
1          M  R  V  S  T  S  S  I  A  L  A  V  S  L  F  G  K  L  A  L   
 
61        GGGCTGTCAGCTGCAGAATGGCGCACTCAATCCATCTACTTCCTTTTGACGGATCGGTTC 
21         G  L  S  A  A  E  W  R  T  Q  S  I  Y  F  L  L  T  D  R  F   
 
121       GGTAGGACGGACAATTCGACTACAGCTACGTGCAATACGGGTGACCAAATCTACTGTGGT 
41         G  R  T  D  N  S  T  T  A  T  C  N  T  G  D  Q  I  Y  C  G   
 
181       GGAAGTTGGCAAGGAATTATCAACCATCTGGACTATATCCAGGGCATGGGATTCACAGCT 
61         G  S  W  Q  G  I  I  N  H  L  D  Y  I  Q  G  M  G  F  T  A   
 
241       ATCTGGATCTCGCCTATCACTGAGCAGCTACCCCAGGATACTTCGGATGGTGAAGCCTAC 
81         I  W  I  S  P  I  T  E  Q  L  P  Q  D  T  S  D  G  E  A  Y   
 
301       CATGGATACTGGCAGCAGAAGATATACTATGTGAACTCCAACTTCGGCACGGCAGATGAT 
101        H  G  Y  W  Q  Q  K  I  Y  Y  V  N  S  N  F  G  T  A  D  D   
 
361       CTGAAGTCCCTCTCCGATGCTCTTCACGCCCGCGGAATGTACCTCATGGTCGACGTCGTC 
121        L  K  S  L  S  D  A  L  H  A  R  G  M  Y  L  M  V  D  V  V   
 
421       CCTAACCACATGGGCTACGCAGGTAACGGCAACGATGTGGATTACAGCGTCTTCGACCCC 
141        P  N  H  M  G  Y  A  G  N  G  N  D  V  D  Y  S  V  F  D  P   
 
481       TTCGACTCCTCCTCCTACTTCCATCCATACTGCCTCATCACAGATTGGGACAACTTGACC 
161        F  D  S  S  S  Y  F  H  P  Y  C  L  I  T  D  W  D  N  L  T   
 
541       ATGGTCCAAGACTGTTGGGAGGGTGACACCATCGTGTCTCTGCCAGATCTGAACACCACG 
181        M  V  Q  D  C  W  E  G  D  T  I  V  S  L  P  D  L  N  T  T   
 
601       GAAACCGCCGTGAGAACCATTTGGTACGATTGGGTAGCCGACCTGGTATCCAACTACTCA 
201        E  T  A  V  R  T  I  W  Y  D  W  V  A  D  L  V  S  N  Y  S   
 
661       GTCGACGGCCTCCGTATCGACAGTGTCGAAGAAGTCGAACCCGACTTCTTCCCGGGCTAC 
221        V  D  G  L  R  I  D  S  V  E  E  V  E  P  D  F  F  P  G  Y   
 
721       CAAGAAGCAGCAGGAGTCTACTGCGTCGGTGAAGTCGACAACGGCAACCCTGCTCTCGAC 
241        Q  E  A  A  G  V  Y  C  V  G  E  V  D  N  G  N  P  A  L  D   
 
781       TGCCCATACCAAAAATATCTAGATGGTGTTCTCAACTATCCCATCTACTGGCAACTCCTC 




841       TACGCCTTTGAATCCTCCAGCGGCAGCATCAGCAACCTCTACAACATGATCAAATCCGTC 
281        Y  A  F  E  S  S  S  G  S  I  S  N  L  Y  N  M  I  K  S  V   
 
901       GCCAGCGACTGCTCCGATCCGACCCTCCTGGGCAACTTTATCGAAAACCACGACAACCCC 
301        A  S  D  C  S  D  P  T  L  L  G  N  F  I  E  N  H  D  N  P   
 
961       CGCTTCGCCTCCTACACATCCGACTACTCCCAAGCCAAAAACGTCCTCAGCTACATCTTC 
321        R  F  A  S  Y  T  S  D  Y  S  Q  A  K  N  V  L  S  Y  I  F   
 
1021      CTCTCCGACGGCATCCCCATCGTCTACGCCGGCGAAGAACAGCACTACTCCGGCGGCGAC 
341        L  S  D  G  I  P  I  V  Y  A  G  E  E  Q  H  Y  S  G  G  D   
 
1081      GTGCCCTACAACCGCGAAGCTACCTGGCTATCAGGCTACGACACCTCCGCGGAGCTCTAC 
361        V  P  Y  N  R  E  A  T  W  L  S  G  Y  D  T  S  A  E  L  Y   
 
1141      ACCTGGATAGCCACCACAAACGCGATCCGGAAACTAGCTATCTCAGCAGACTCGGACTAC 
381        T  W  I  A  T  T  N  A  I  R  K  L  A  I  S  A  D  S  D  Y   
 
1201      ATTACTTACAAGAACGACCCAATCTACACAGACAGCAACACCATCGCGATGCGCAAAGGC 
401        I  T  Y  K  N  D  P  I  Y  T  D  S  N  T  I  A  M  R  K  G   
 
1261      ACCTCCGGCTCCCAAATCATCACCGTCCTCTCCAACAAAGGCTCCTCCGGAAGCAGCTAC 
421        T  S  G  S  Q  I  I  T  V  L  S  N  K  G  S  S  G  S  S  Y   
 
1321      ACCCTCACCCTCAGCGGAAGCGGCTACACGTCCGGCACGAAGCTCATCGAAGCGTACACC 
441        T  L  T  L  S  G  S  G  Y  T  S  G  T  K  L  I  E  A  Y  T   
 
1381      TGCACGTCCGTGACGGTGGACTCGAACGGGGATATCCCTGTGCCGATGGCTTCGGGATTA 
461        C  T  S  V  T  V  D  S  N  G  D  I  P  V  P  M  A  S  G  L   
 
1441      CCTAGAGTTCTCCTCCCTGCTTCGGTGGTTGATAGTTCTTCGCTTTGTGGGGGGAGTGGT 
481        P  R  V  L  L  P  A  S  V  V  D  S  S  S  L  C  G  G  S  G   
 
1501      AACACAACCACGACCACAACTGCTGCTACCTCCACATCCAAAGCCACCACCTCCTCTTCT 
501        N  T  T  T  T  T  T  A  A  T  S  T  S  K  A  T  T  S  S  S   
 
1561      TCTTCTTCTGCTGCTGCTACTACTTCTTCATCATGCACCGCAACAAGCACCACCCTCCCC 
521        S  S  S  A  A  A  T  T  S  S  S  C  T  A  T  S  T  T  L  P   
 
1621      ATCACCTTCGAAGAACTCGTCACCACTACCTACGGGGAAGAAGTCTACCTCAGCGGATCT 
541        I  T  F  E  E  L  V  T  T  T  Y  G  E  E  V  Y  L  S  G  S   
 
1681      ATCTCCCAGCTCGGAGAGTGGCATACGAGTGACGCGGTGAAGTTGTCCGCGGATGATTAT 
561        I  S  Q  L  G  E  W  H  T  S  D  A  V  K  L  S  A  D  D  Y   
 
1741      ACCTCGAGTAACCCCGAGTGGTCTGTTACTGTGTCGTTGCCGGTGGGGACGACCTTCGAG 
581        T  S  S  N  P  E  W  S  V  T  V  S  L  P  V  G  T  T  F  E   
 
1801      TATAAGTTTATTAAGGTCGATGAGGGTGGAAGTGTGACTTGGGAAAGTGATCCGAATAGG 
601        Y  K  F  I  K  V  D  E  G  G  S  V  T  W  E  S  D  P  N  R   
 
1861      GAGTATACTGTGCCTGAATGTGGGAGTGGGAGTGGGGAGACGGTGGTTGATACGTGGAGG 
621        E  Y  T  V  P  E  C  G  S  G  S  G  E  T  V  V  D  T  W  R   
 
1921      TAG 








fragment  of  approximately  2  600  bp  with  98.42%  homology  with  the  genomic  sequence  of 




1         ATGTCGTTCCGATCTCTTCTCGCCCTGAGCGGCCTTGTCTGCTCGGGGTTGGCAAGTGTG 
1          M  S  F  R  S  L  L  A  L  S  G  L  V  C  S  G  L  A  S  V   
 
61        ATTTCCAAGCGCGCGACCTTGGATTCGTGGTTGAGCAACGAAGCGACCGTGGCTCGTACT 
21         I  S  K  R  A  T  L  D  S  W  L  S  N  E  A  T  V  A  R  T   
 
121       GCCATCCTGAATAACATCGGGGCGGACGGTGCTTGGGTGTCGGGCGCGGACTCTGGCATT 
41         A  I  L  N  N  I  G  A  D  G  A  W  V  S  G  A  D  S  G  I   
 
181       GTCGTTGCCAGTCCCAGCACCGATAACCCGGACTACTTCTACACCTGGACTCGCGACTCT 
61         V  V  A  S  P  S  T  D  N  P  D  Y  F  Y  T  W  T  R  D  S   
 
241       GGTATCGTCCTCAAGACCCTCGTCGACCTCTTCCGCAATGGAGATACTGATCTCCTTTCC 
81         G  I  V  L  K  T  L  V  D  L  F  R  N  G  D  T  D  L  L  S   
 
301       ACCATTGAGCACTACATCTCCTCTCAGGCAATTATTCAGGGTGTCAGTAACCCCTCTGGT 
101        T  I  E  H  Y  I  S  S  Q  A  I  I  Q  G  V  S  N  P  S  G   
 
361       GATCTGTCCAGCGGTGGTCTTGGTGAGCCCAAGTTCAATGTCGATGAGACTGCCTACGCC 
121        D  L  S  S  G  G  L  G  E  P  K  F  N  V  D  E  T  A  Y  A   
 
421       GGTTCTTGGGGACGGCCGCAGCGTGATGGTCCTGCCCTGAGAGCAACTGCTATGATCGGC 
141        G  S  W  G  R  P  Q  R  D  G  P  A  L  R  A  T  A  M  I  G   
 
481       TTTGGGCAGTGGCTGCTTGACAATGGCTACACCAGCGCTGCAACAGAGATTGTTTGGCCC 
161        F  G  Q  W  L  L  D  N  G  Y  T  S  A  A  T  E  I  V  W  P   
 
541       CTCGTTAGGAACGACCTGTCGTATGTGGCTCAGTACTGGAACCAGACGGGATATGATCTC 
181        L  V  R  N  D  L  S  Y  V  A  Q  Y  W  N  Q  T  G  Y  D  L   
 
601       TGGGAAGAAGTTAATGGCTCGTCCTTCTTCACTATTGCCGTGCAACACCGCGCCCTCGTC 
201        W  E  E  V  N  G  S  S  F  F  T  I  A  V  Q  H  R  A  L  V   
 
661       GAAGGTAGTGCCTTCGCGACGGCCGTCGGCTCGTCCTGCTCCTGGTGTGATTCGCAGGCA 
221        E  G  S  A  F  A  T  A  V  G  S  S  C  S  W  C  D  S  Q  A   
 
721       CCTCAGATTCTCTGTTACTTGCAGTCCTTCTGGACCGGCAGCTACATCCTGGCCAACTTT 
241        P  Q  I  L  C  Y  L  Q  S  F  W  T  G  S  Y  I  L  A  N  F   
 
781       GACAGCAGCCGTTCCGGCAAGGACACAAACACCCTCCTGGGAAGCATCCACACCTTTGAT 
261        D  S  S  R  S  G  K  D  T  N  T  L  L  G  S  I  H  T  F  D   
 
841       CCTGAGGCTGGATGCGACGACTCCACCTTCCAGCCCTGCTCCCCGCGTGCGCTCGCCAAC 
281        P  E  A  G  C  D  D  S  T  F  Q  P  C  S  P  R  A  L  A  N   
 
901       CATAAGGAGGTTGTAGACTCTTTCCGCTCGATCTATACTCTCAACGATGGTCTCAGTGAC 




961       AGTGAGGCGGTTGCGGTCGGTCGGTACCCTGAGGATAGCTACTACAACGGCAACCCGTGG 
321        S  E  A  V  A  V  G  R  Y  P  E  D  S  Y  Y  N  G  N  P  W   
 
1021      TTCCTGTGCACCTTGGCTGCCGCGGAACAGCTGTACGATGCTCTGTACCAGTGGGACAAG 
341        F  L  C  T  L  A  A  A  E  Q  L  Y  D  A  L  Y  Q  W  D  K   
 
1081      CAGGGGTCGTTGGAGATCACAGACGTGTCACTTGACTTCTTCAAGGCTCTGTACAGTGGT 
361        Q  G  S  L  E  I  T  D  V  S  L  D  F  F  K  A  L  Y  S  G   
 
1141      GCTGCCACCGGCACGTACTCTTCGTCCAGCTCGACCTATAGCAGCATTGTGAGTGCCGTC 
381        A  A  T  G  T  Y  S  S  S  S  S  T  Y  S  S  I  V  S  A  V   
 
1201      AAGACTTTCGCTGATGGTTTTGTTTCTATTGTGGAAACTCACGCCGCAAGCAACGGCTCT 
401        K  T  F  A  D  G  F  V  S  I  V  E  T  H  A  A  S  N  G  S   
 
1261      CTGTCTGAGCAATTCGACAAGTCTGATGGCGACGAGCTTTCTGCTCGCGATCTGACCTGG 
421        L  S  E  Q  F  D  K  S  D  G  D  E  L  S  A  R  D  L  T  W   
 
1321      TCTTACGCTGCTCTGCTGACCGCCAACAACCGTCGTAATTCTGTCGTGCCCCCGTCTTGG 
441        S  Y  A  A  L  L  T  A  N  N  R  R  N  S  V  V  P  P  S  W   
 
1381      GGTGAGACCTCTGCCAGCAGCGTGCCCGGCACCTGTGCGGCTACCTCTGCCTCTGGTACC 
461        G  E  T  S  A  S  S  V  P  G  T  C  A  A  T  S  A  S  G  T   
 
1441      TACAGCAGTGTGACCGTCACCTCGTGGCCGAGCATCGTGGCTACTGGTGGCACCACTACG 
481        Y  S  S  V  T  V  T  S  W  P  S  I  V  A  T  G  G  T  T  T   
 
1501      ACGGCTACCACCACTGGATCGGGCGGCGTGACCTCGACCAGCAAGACCACCACAACTGCT 
501        T  A  T  T  T  G  S  G  G  V  T  S  T  S  K  T  T  T  T  A   
 
1561      AGTAAGACCAGCACCACTACGTCCTCGACCTCCTGCACCACCCCCACTGCCGTAGCTGTG 
521        S  K  T  S  T  T  T  S  S  T  S  C  T  T  P  T  A  V  A  V   
 
1621      ACCTTTGATCTGACGGCGACCACCACCTACGGCGAGAACATCTACCTGGTCGGGTCGATC 
541        T  F  D  L  T  A  T  T  T  Y  G  E  N  I  Y  L  V  G  S  I   
 
1681      TCTCAGCTCGGTGACTGGGAGACCAGCGATGGCATAGCTCTGAGCGCTGACAAGTACACT 
561        S  Q  L  G  D  W  E  T  S  D  G  I  A  L  S  A  D  K  Y  T   
 
1741      TCCAGTAACCCGCCTTGGTATGTAACTGTGACTCTGCCGGCTGGTGAGTCATTTGAGTAC 
581        S  S  N  P  P  W  Y  V  T  V  T  L  P  A  G  E  S  F  E  Y   
 
1801      AAGTTCATCCGCGTTGAGAGCGATGACTCCGTGGAGTGGGAGAGCGACCCGAACCGGGAA 
601        K  F  I  R  V  E  S  D  D  S  V  E  W  E  S  D  P  N  R  E   
 
1861      TACACCGTTCCTCAGGCGTGCGGCGAGTCGACCGCGACGGTGACCGACACCTGGCGGTAG 






1984; Goto  et  al.,  1994), whose  gene  sequences  also  served  as  the  reference  for  cloning  of  the 







(halo’s)  when  grown  on  2%  starch  solid media  (Figure  4A).  The  exo‐type  glucoamylase  usually 
doesn’t  produce  halo’s  on  solid  medium  and  OBR‐starch  plates  were  used  to  visualise  starch 
















































SDS‐PAGE  analysis  of  the  supernatant  indicated  the  presence  of  proteins  that  correspond  to  the 
estimated  size  of  the  respective  α‐amylase  and  glucoamylase.  The  molecular  weight  of  the 
transformed  fungal  α‐amylases  is expected  to be 60  ‐ 85  kDa based on  sequence homology with 
A. kawachii  (Kaneko  et  al.,  1996).  Previous  studies  indicated  that  a  molecular  weight  of 
approximately 85 kDa could be expected  for  the native A.  tubingensis α‐amylase  (66 kDa without 
carbohydrates) (Gupta et al., 2003; Kaneko et al., 1996). There was no single protein species visible 
in the S. cerevisiae Y294[Atamy] supernatant (Figure 5, Lane 3) at the expected size of 66 – 85 kDa, 








































optima  for  both  enzymes  compared well with  that  reported  for  other Aspergillus  α‐amylase  and 
glucoamylases (James and Lee, 1997; Robertson et al., 2006). The optimal enzyme activities are also 
in  agreement with  the  optimal  pH  for  the  growth  of  the  host  organism, which  is  ideal  for  the 
production of bio‐ethanol  in a  single‐step  fermentation process  (Moller et al., 2004; Murai et al., 
1998). 










Optimum  temperatures  of  60°C  and  70°C  were  observed  for  the  recombinant  α‐amylase  and 
glucoamylase, respectively  (Figure 6B). Previous studies showed  that  the optimum  temperature of 
Aspergillus  α‐amylases  and  glucoamylases  are  generally  in  the  range of  40  ‐  50°C  and  40  ‐  60°C, 
respectively (Gupta et al., 2003; James and Lee, 1997; Robertson et al., 2006). High levels of activity 




SC‐ura  liquid media,  but with  the  normal  strength  of  glucose  at  20  g/L, with  exponential  growth 
slowing  down  after  24  hrs.  The  negative  control  S.  cerevisiae  Y294[yBBH1]  (containing  only  the 
episomal yBBH1 plasmid) grew at a similar rate than the S. cerevisiae Y294[Atglu] strain, with a dry 
weight of 4.3 mg/ml after 72 hrs. The S. cerevisiae Y294[Atamy] strain grew much slower, reaching 
only  2.25 mg/ml  after  72  hrs,  indicating  a  possible metabolic  burden  for  the  expression  of  the 
α‐amylase in the yeast strain.  
 
The glucoamylase strain appeared  to grow without any constraints, but  the slower growth  rate of 
the α‐amylase strain may render the combination of the A. tubingensis α‐amylase and glucoamylase 










































in general the  limiting factor  in the hydrolysis of starch, and therefore also  in the bioconversion of 
raw starch  to bio‐ethanol  (Robertson et al., 2006). Co‐expression of both genes  in  the same yeast 
strain  may  thus  impede  the  growth  rate  (and  therefore  expression  of  the  recombinant 
glucoamylase)  in  the  host  strain.    The  enzyme  activity  of  the  recombinant  α‐amylase  and 
glucoamylase (Figure 7) correlated with the growth of the respective strains, with a steep  increase 
over the first 24 hrs.  Hereafter, the α‐amylase showed a constant rate of activity up to 72 hrs. The 



















Figure 7:    (A) Growth  rate of  strains  (S) S.  cerevisiae Y294[yBBH1],  (¡) S.  cerevisiae Y294[Atamy] and  () 










































































Figure  8  indicates  the  differential  hydrolytic  abilities  of  the  different  transformants  and 
combinations thereof. For the reference strain, S. cerevisiae Y294[yBBH1], a large amount of starch 
precipitated to the bottom of the bottle and the clarity of the supernatant indicates that the starch 
was  not  hydrolysed  as  shown  in  serum  bottle  A  (Figure  8).  The  recombinant  S. cerevisiae 
Y294[Atamy]  strain  producing  the  α‐amylase  of  A.  tubingensis,  showed  less  accumulation  of 
non‐degraded starch, suggesting that the presence of the α‐amylase improved the hydrolytic ability 
of  the  yeast  strain,  as  shown  in  serum  bottle  B  (Figure  8).  The  yeast  strain  producing  the 
A. tubingensis  glucoamylase  resulted  in  even  less  starch  precipitation  than  for  the  S. cerevisiae 
Y294[Atamy], suggesting a higher efficacy on raw starch, as shown in serum bottle C (Figure 8). The 
supernatant also appeared to be more turbid relative to that of S. cerevisiae Y294[Atamy] and the 
reference  strain,  which  is  a  further  confirmation  of  the  hydrolytic  effect  of  the  extracellular 















(C)  S. cerevisiae  Y294[Atglu]  +  S.  cerevisiae  Y294[yBBH1],  and  (D)  a  combination  of  both  S.  cerevisiae 






During  fermentation under  anaerobic  conditions,  a weight  loss due  to CO2 production  is  a  rough 
indication  of  the  ability  of  the  yeast  cells  to metabolise  starch  through  its  conversion  to  simple 
sugars.  The  combination  of  the  α‐amylase  and  glucoamylases  in  S.  cerevisiae  Y294[Atamy]  + 
S. cerevisiae Y294[Atglu] resulted in the highest weight loss (representing CO2  production) after 16 





















()  S.  cerevisiae  Y294[Atglu]  +  Y294[yBBH1]  and  (X)  S.  cerevisiae  Y294[Atamy]  +  S.  cerevisiae  Y294[Atglu], 
relative to the reference strain  (S) S. cerevisiae Y294[yBBH1], cultured  in double strength SC‐URA media with 




















































fermentative  conditions  by  37‐fold.    Cell  counts  confirmed  that  the  S.  cerevisiae  Y294[Atamy]  + 




During  the  fermentation experiments,  the  raw starch was hydrolysed  to  reducing sugars  (glucose) 
that could be  fermented  to produce ethanol and CO2, or could be utilised  for biomass production 
(i.e. cell growth). Residual sugars present  in the culture  indicated a varying degree of consumption 
by  the  yeast  cells  (Table 3). Once again,  the  S.  cerevisiae Y294[Atamy] +  S. cerevisiae Y294[Atglu] 
combination was superior with 62% less reducible sugars than the reference strain.  The S. cerevisiae 
Y294[Atglu]  strain  showed a higher  sugar consumption  than  the  reference  strain,  the S. cerevisiae 
Y294[Atamy] was less effective, resulting in higher reducible sugars relative to the reference strain. 
This phenomenon might be due to the fact that the α‐amylase expressed by the yeast  is an endo‐
















In  this  study,  the  α‐amylase  and  glucoamylase  genes  from  A.  tubingensis  were  isolated  and 
individually  expressed  in  S. cerevisiae. When  used  in  combination,  it  allowed  the  yeast  strains  to 
grow on raw starch as the sole carbon source and utilize the substrate for the production of ethanol 
in  liquid cultures. When  taking  into consideration  that  the medium contained 20 g/l  raw starch, a 
yield  of  11.04  g/l  ethanol  translates  to  98%  of  the  theoretical  yield  from  starch  with  a  54% 
conversion  of  the  total  raw  starch  (as  per  www1.eere.energy.gov/biomass/ 
ethanol_yield_calculator.html).   
 
The  rate  of  conversion was  however  lower  than  in  comparison with  other  reports.  These  other 
studies  reported  ethanol  yields  ranging  from  20  to  61.8  g/l  after  2.5  to  3  days  with  different 
recombinant  strains with  the  conversion of  raw  starch  (Khaw  et  al.,  2006;  Shigechi  et  al.,  2004). 
However,  these genes were  integrated  into  the genomic DNA of  the host S.  cerevisiae  strain and 
fermentation processes were optimised for ethanol production (de Villiers, 2008). To our knowledge, 








research will  include  testing different  copy numbers of  the  α‐amylase and glucoamylase genes  in 
different industrial strains of S. cerevisiae. It would also be advantageous to integrate the α‐amylase 
and  glucoamylase  genes of  this  study  in different  industrial  strains of  S.  cerevisiae, which  in  turn 
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very  high  and  it  is  thus  important  that  the  overall  cost  should  be  reduced  to  ensure  the  cost‐
effective  production  of  biofuels  in  the  future.  The  development  of  CBP  technology  and  thus  the 
engineering of a microbial system for the conversion of raw starch to ethanol would be able to result 
in significant cost reductions as the need of for expensive pre‐treatment processes and the addition 
of  industrial enzymes for the  liquefaction and saccharification of starch  is eliminated. Not only will 
such a microbial organism be capable of converting the simple sugars to ethanol, but it will also be 
able to produce its own enzymes for the hydrolysis of the substrate.  
With  this  study  it  was  possible  to  further  emphasize  the  significant  contribution  that  natural 
enzymes  could make  towards  the  industrial  sector with  their  rate  of  activity  and  high  specificity 
towards  a  specific  substrate,  in  this  case  raw  corn  starch. Bioprospecting  empowers us  to utilize 
organisms from nature in assisting us to develop better industrial applications.  From the 36 strains 
evaluated, Aspergillus  tubingensis was  the best organism with  the highest  specificity  towards  raw 
corn  starch  and  also  the highest  compatibility  to  the  laboratory  strains of  S.  cerevisiae. Although 
A. tubingensis  has  been  studied  in  the  past  by  other  groups,  there  has  been  no  report  on  the 
expression  of  the  α‐amylase  (Atamy)  and  the  glucoamylase  (Atglu)  genes  from  this  organism  in 
S. cerevisiae for the hydrolysis of raw corn starch. 
The  expression  of  Atamy  and  Atglu  in  S.  cerevisae  Y294  indicated  that  the  glucoamylase  is  the 
limiting factor  in the complete hydrolysis of raw corn starch.   Furthermore, the combination of the 
two recombinant yeast strains that respectively expressed Atamy and Atglu was able to completely 
hydrolyse  and  utilize  raw  corn  starch  without  any  additional  treatment  of  the  substrate. 
Fermentation  studies  revealed  that  the  highest  yield  of  ethanol  from  the  combination  of  the 
recombinant strains was 11.04 g/l, which implies 98% of the theoretical yield of ethanol from starch 
and a 52% conversion of the total starch content.  Although this rate of conversion is lower as that 
achieved with  other  studies,  none  of  the  fermentation  steps  have  been  optimised. We  are  also 
convinced that if the Atamy and Atglu genes are co‐expressed and integrated within the genome of a 
single S. cerevisiae cell, it could result in an amylolytic yeast strain with a higher rate of activity.  
Future  research  could  investigate different  sets of  α‐amylase  and  glucoamylase  genes originating 
from  different  organisms  to  find  the  best  combination.  Different  S.  cerevisiae  strains  could  be 
evaluated, with the ultimate aim of expressing the best set of genes in an industrial strain capable of 
producing very high  levels of ethanol. Future research would also focus on the optimisation of the 
fermentation process itself, i.e. temperatures, pH, which will also include raw starch substrates from 
different biomass sources. 
